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1．緒言
近年、わが国ではナチュラルチーズの消費量の増加により、ヨーロッパを中心に、世界各
国から個性ある多種類のチーズが輸入されているが、とくにナチュラルチーズを好むチーズ
通をターゲットにした、希少価値の高い珍しいチーズも入手できるようになってきている。
それらのチーズの中には、歴史が古いものの生産量が少なく、幻のチーズといわれるものも
少なからず存在する')。しかし、その成分的特徴および微生物学的性質については、必ずし
も明らかにされているとはいえない。
本報告は、わが国で市販されている、希少価値の高いフランス産およびイタリア産の牛乳
製チーズについて、化学組成を明らかにし、さらにそれらの微生物学的知見を加えながら、
比較検討した結果である。
2．実験方法
１）供試チーズ
本試験に使用したチーズは、フランス産の牛乳製チーズであるアポンダンス・フェルミエ
およびポーフォール、並びに、イタリア産の牛乳製チーズであるモンターズイオ・スタジオ
ナートの３種類である。これらのチーズはビニール袋に密封し、分析するまで冷蔵および冷
凍保存した。なお、チェダーチーズ（牛乳製）を比較対照の試料として使用した。
２）一般化学組成の分析
酸度は試料109を少量の40℃の温湯に溶かしてlOOmlに定溶し、その濾液25ｍlについて、
0.1Ｎ水酸化ナトリウム溶液で適定し、乳酸％とした。
また、水分、灰分およびタンパク質は常法2）により、脂肪はレーゼ。ゴツトリーブ法3）
によって測定した。
一方、全窒素、水溶性窒素はケルダール法により定量し、熟成率は全窒素に対する水溶性
窒素の比率（％）で表した。
３）全アミノ酸分析
試料20mgを６Ｎ塩酸lOmlに溶解し、110℃で24時間加水分解した。分解後、ロータリーエ
バポレーターで塩酸を除去し、得られた固形物を適量の水に溶かし、再びロータリーエバポ
レターで乾固する。乾固後、0.1Ｍリン酸緩衝液（pH7.5）２ｍlで溶解し、孔径0.45umのフィ
ルターで濾過する。濾過した各チーズ試料について、それぞれ20倍希釈し、これらの希釈液
中のアミノ酸量を、オルトフタルアルデヒド法により、高速液体クロマトグラフで定量した。
４）菌数測定と分離法
各チーズの表面部より、３～５９を無菌的に、無作為に採取した試料から、１９を秤取し、
生理食塩水にて所定の濃度に段階的に希釈した試料について、標準寒天培地により生菌数
を、ＢＣＰ加プレートカウント寒天培地により乳酸菌数を、また、ＰＤＡ培地により酵母お
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よびカビの菌数を測定した。一方、生菌数の測定を行った標準寒天培地の、集落数が30個以
下の平板より、無作為に25菌株をそれぞれ釣菌し、標準寒天培地に塗抹し菌株を純粋分離し
た。
５）分離菌株の同定
分離菌株の同定は常法に従って実施し、Bergey,sManualの最新版4)５１およびその他の文献
6)－８）を参考にして行った。
６）分離細菌の発育性
KH2PO40､２％、MgSO4･7H200.03％､ＮａＣｌ０．５％(BasalSaltsSolution：ＢＳ.Ｓ，と以下
省略）の溶液を基礎にして、これに種々のＮ－源としてペプトン0.1％、Ｌ－アスパラギン
0.3％、尿素０．３％を、Ｃ－源としてグルコース０．３％を実験目的に応じて組み合わせて添加
し、リン酸緩衝液でｐＨを調整した培地における発育'性を検討した。
なお、その発育性は日立u2001型ダブルビーム分光光度計を用い、１０ｍｍのセルを付し、
660,ｍにおける吸光度より行った。
７）分離細菌のプロテアーゼ生産性
各分離細菌を加糖ブイヨン培地に１％量接種して、３０℃、１０日間培養し、その24時間ごと
の培養液を3000r､ｐ．ｍ．１０分間遠心分離して得られる上澄液を濾過し、これをプロテアーゼ
生産`性の測定のための粗酵素液とした。
この粗酵素液５ｍlを、ｌＯｍｌ脱脂粉乳液６ｍlに加え、５℃および30℃で３時間作用後、トリ
クロル酢酸（最終濃度2.5％）で除タンパクし、濾液中のチロシン量をFolinCioculteuの比色
法により求め、対照との差をもって酵素液のプロテアーゼ生産'性とした。なお、活性は日立
u2001型ダブルビーム分光光度計に10ｍｍのセルを付し、波長660nｍの吸光度より求めた。
3．結果および考察
１）供試チーズの化学組成および熟成率
供試チーズの化学組成および熟成率を、Table１．に示した。また、対照試料として、牛乳
製の硬質チーズである、チェダーチーズの分析結果も同表に示した。供試チーズの酸度は
1.9～3.0％の範囲にあり、対照としてのチェダーチーズに比べて高い値を示した。水分含量
はモンターズイオ・スタジオナートでは26.2％と最も低い値を示した。タンパク質含量は供
試チーズでは25.8～31.1％となり、チェダーチーズに比べていずれも低い値を示した。脂肪
含量はいずれの供試チーズも30％台を、また、灰分含量は3.9～4.7％を示し、これらの成分
はチェダーチーズに比べて高い値を示した。
一方、水溶'性窒素の含量では、いずれの供試チーズもチェダーチーズに比べて低く、その
熟成率は19～20％台を示した。
Table1．ChemicalｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｈａｒｄＣｈｅｅｓｅｓ 
Ripening 
rate＊％ 
１９．４ 
２０．２ 
１９．５ 
30.1 
Cheese 
９
０
０
５
 
●
●
●
●
 
１
３
３
０
 
32.3 
34.5 
26.2 
30.3 
25.8 
26.7 
31.1 
42.7 
38.1 
40.8 
42.1 
61.3 
34.2 
31.9 
32.2 
23.5 
50.5 
48.7 
43.6 
33.7 
AbondanceFermierAOC 
BeaufbrtAOCPaccard 
MontasioStagionatoDOP 
Chedder 
＊Ripeningrate(％）＝WaterSolubleN／TbtalN×100 
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２）供試チーズのアミン酸組成
供試チーズの全アミノ酸含量をTnble2、に示した。また、これらと対比させる目的で、
チェダーチーズの含量を同時に示した。nlble2・より、すべての供試チーズにおいてロイシ
ン含量が対照のチェダーチーズの含量を上回り、また、各チーズともにグルタミン酸含量が
高く、これらのチーズの旨味を裏付けるものであった。
Table２．Aminoacidcompositionofhardcheeses（ｍg／g） 
Ａｍｉｎｏａｃｉｄ ｂ ａ ． Ｃ 帥Ⅲ舳仙肋町汕伽川胴ｈＭｍ胱恥砒地
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41.43 
10.07 
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２７．７３ 
６．４４ 
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７．６１ 
２．４３ 
３．４２ 
８．６４ 
２．５５ 
４．３３ 
３０．６９ 
６．１６ 
８．８３ 
８．５０ 
２．７９ 
３．４８ 8．７０ 
Total 157.28 226.82 167.14 268.90 
ａ：AbondanceFennierAOC，ｂ：BeaufbrtAOCPaccard，Ｃ：MontasioStagionato， 
。：Chedder
３）供試チーズの微生物の菌叢
供試チーズの生菌数、乳酸菌数およびカビ・酵母の菌数をTable３．に示した。生菌数では
105～108／9台、乳酸菌数では107～108／9台、カビ.酵母菌数では１０４～106／9台となった。
この結果より、これらのチーズの熟成にはカビ・酵母よりも、乳酸菌などの細菌類が主に関与していることが推察された。また、これらの各微生物において、いずれの菌数ともにアポ
ンダンス゛フェルミエが最も高い値を示し、生菌数では1.2×108／g、乳酸菌数では1.4×１０８
／g、カビ・酵母菌数では2.3×106／ｇを示した。
Table３．Microbialcountofhardcheeses 
MicrQbaialnumber(cfU／g） 
Sample Bacteria Yeasts＆Molds 
ＳＭＡ＊’ ＢＣＰＡ＊２ ＰＤＡ＊３ 
AbondanceFennierAOC 1.2×１０８ 
４．１×１０５ 
２．２×1０６ 
1.4×１０８ 
１．５×１０７ 
１．９×１０７ 
2.3×１０６ 
４．８×１０５ BeaufbrtAOCPaccard 
MontasioStagionatoDOP 1.2×１０４ 
１
２
３
 
＊
＊
＊
 
ＳＭＡ：StandardMethodAger．“KyokutoSeiyaku，， 
ＢＣＰＡ：ＰｌａｔｅＣｏｕｎｔＡｇｅｒｗｉｔｈＢＣＲ“Nissui，， 
ＰＤＡ：PotatoDextroseAger．“ＯＸＯＩＤ，， 
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４）供試チーズの分離菌株の同定
各供試チーズから分離した20菌株について、各種の生化学的試験を行い、その結果より分
離菌株の分布状況をTable４．に示した。各チーズにおける菌種の分布割合は、アポンダン
ス･フェルミエでは、乳酸球菌７５％、Ｋu花b、２０％，Ajba吃cnes5％であった。ポーフォール
では、乳酸球菌４５％、酵母３２％、／Vej＆ＳＧＩ7214％、Ｋｕ肋、９％であった。モンターズイオ.ス
タジオナートでは、乳酸球菌７５％、酵母１５％、KUITh２５％、／Vej3sen２５％であった。この
ことより、いずれの供試チーズにおいても乳酸球菌の分布率が最も高く、これらのチーズの
熟成に乳酸球菌が深く関与していることが伺える。一般に、チーズの熟成においては、熟成
初期にはスターター菌種としての乳酸球菌が熟成に深く関与するが9)、本供試チーズにおい
ては、乳酸球菌の分布率が最も高く、いずれも比較的未熟なチーズであることが伺え、また、
これらのチーズの熟成率の低ざを裏付けるものである。
Table４．Clasificationofbactriaisolatedfromhardcheeses 
Cheese 
Genus 
AbondanccFennierAOC％BeaulOMOCPaccald％MoIltasioSIe8ioMioDOP％ 
ＡﾉＭ(genes 
LacticacidStreptococci 
Kmf】m
lVejSseIﾌﾞa 
Yeast 
１
旧
４
５
乃
卯
皿
２
３
７
妬
９
ｕ
兜
旧
１
１
３
市
５
５
咀
５）分離乳酸球菌の発育性
ＢＳ.Ｓ・溶液を基礎にして、種々のＮ－源およびＣ－源を組み合わせて添加し、リン酸緩衝
液でｐＨを調整した培地における発育性を検討した。すなわち、Fig.1はＢ・ＳＳ・にＮ－源と
して0.3％Ｌ‐アスパラギンを、Ｃ－源として0.3％グルコースを含む培地における、各供試
チーズから分離した細菌のうち、最も分布率の高かった乳酸球菌の発育一温度(a)および発
育一ｐＨ曲線(b)である。培地ｐＨ7.0のときの発育至適温度は、アポンダンス・フェルミエの
分離乳酸球菌（グループＩ）では、２５～37℃に、ポーフォールの分離乳酸球菌（グループⅡ）
では30℃に、モンターズイオ・スタジオナートの分離乳酸球菌（グループⅢ）では25～37℃
にあり、いずれも中温'性乳酸菌の発育性を示した。また、発育温度30℃のときの発育至適ｐ
Ｈは、いずれの供試チーズにおいてもｐＨ7.0付近であった。
さらに、ＢＳ.Ｓ・に種々のＮ－源、Ｃ－源を組み合わせて添加し、３種類のｐＨにおける静置
培養を行ったときの発育性をTtlble5.～THble7・に示した。その結果、アポンダンス・フェル
ミエの分離乳酸菌（グループＩ）では、５℃培養でｐＨ５～９でペプトン培地での発育は良好
であり、とくにグルコースの添加はｐＨ７およびｐＨ９での発育を促進させた。また、３０℃培
養ではグルコースの添加はｐＨ５～９において、ペプトンおよびＬ－アスパラギン培地での発
育を促進させたが、尿素培地におけるグルコースの添加は必ずしも有効ではなかった。ボー
フオールの分離乳酸菌（グループⅡ）では、５℃培養でｐＨ５～７においてペプトンおよびＬ－
アスパラギン培地での発育が有効であり、とくにグルコースの添加は両培地における発育に
とって有効であった。また、３０℃培養では、５℃培養に比べてペプトン、Ｌ‐アスパラギンお
よび尿素培地ともに発育'性が高く、ｐＨ５～７においてはいずれの培地においても、グル
コースの添加が発育を促進させた。モンターズイオ･スタジオナートの分離乳酸球菌(グルー
プⅢ）では、５℃培養でのペプトンおよびＬ－アスパラギン培地において、グルコースの添加
は発育を促進させたが、尿素培地での発育`性はグルコース添加の有無にかかわらず低かつ
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た。また、３０℃培養ではペプトンおよびＬ－アスパラギン培地での発育性が尿素培地に比べ
て高く、とくにグルコースの添加は発育を促進させた。この結果より、各供試チーズから分
離された乳酸球菌は、Ｌ－アスパラギンを含む培地では、いずれの条件においても、ペプトン
培地の場合と同様の発育性を示した。このような単独アミノ酸がペプトン同様Ｎ－源として
有効である理由は、本試験では不明であるが、とにかく良質のＮ－源がこれらの分離乳酸球菌
の発育に必要であることが認められた。
また、グルコース添加培地における、本分離乳酸球菌の発育`性は、すべての培養条件にお
いて一般に促進される。とくにＬ‐アスパラギンおよびペプトン添加培地においてその傾向
が著しく、低質のＮ－源である尿素培地においては、糖添加による発育の促進は認められな
かつた。
0.15 ａ 
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Fig.１Effectsoftemperature（a）ａｎｄｐＨ（b）onthegrowthofbacteriaisolated 
fromhardcheeses 
Stationaryincubationfbr48hrintheBasalSaltsSolutioncontaining０．３％L-Asp(NH2)ａｎｄ0.3％Glucose・
Growth-temperaturecurvewascarriedoutatpH70Growth-pHcurvewascarriedoutat30℃． 
●－－－●：LacticacidStreptococcigrouplisolatedfiPomAbondanceFennierAOC 
◆･……･･･◆：LacticacidStreptococcigroupⅡisolatedfiFomBeaufbrtAOCPaccard 
◆－－･÷：LacticacidStreptococcigroupⅢisolatedfromMontasioStagionatoＤＯＰ 
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Table５．ThegrowthabilityofLacticacidStreptococcigrouplisolatedfrom 
AbondanceFermierAOCunde「thevariousincubationconditions
Medium＊ 
Peptone L-Asp(ＮＨ２）Ｕｒｅａ Ｔｅｍｐ． 
（℃） 
Ｔｉｍｅ 
(hr） 
pＨ Glucose 
Growth（０，） 
＋ 0．０８７ 
０．１０９ 
0.050 
0.084 
0.062 
0.045 
５ 
＋ ０．１０７ 
０．０４６ 
0.089 
0.024 
0.070 
0.021 
５ 120 ７ 
＋ 0.117 
0.050 
0.044 
0.063 
0.054 
0.020 
９ 
＋ ０．１７５ 
０．１０１ 
０．０６６ 
０．０２１ 
0.089 
0.096 
５ 
＋ ０．１１４ 
０．０４０ 
0.086 
0.016 
0.085 
0.036 
3０ 4８ ７ 
＋ 0.172 
0.020 
０．０９１ 
０．０７１ 
0.038 
0.049 
９ 
＊composedwithBasalsaltssolutioncontainingasfbllowsrespectively:Glucose(＋)0.3％，PeptoneO1％， 
L-AsparagineO､3％,ＵｒｅａＯ､3％ 
Table６．ThegrowthabilityofLacticacidStreptococcigroupⅡisolatedfrom 
BeaufortAOCPaccard 
Medium＊ 
Peptone L-Asp(ＮＨ２）Ｕｒｅａ Ｔｅｍｐ 
（℃） 
Ｔｉｍｅ 
(hr） 
Glucose pＨ 
Growth（ＯＤ.） 
0.108 
0.079 
＋ ０．１０８ 
０．０７１ 
0.061 
0.032 
５ 
＋ 0.097 
0.085 
０．０８７ 
０．０６６ 
０．０４０ 
０．０６５ 
５ 120 ７ 
＋ 0.116 
0.036 
0.073 
0.037 
０．０３８ 
０．０１０ 
９ 
＋ 0.163 
0.042 
０．１４０ 
０．０４６ 
0．１１０ 
０．０３６ 
５ 
0.191 
0.044 
＋ ０．１５７ 
０．０２１ 
０．１４７ 
０．０２０ 
3０ 4８ ７ 
＋ 0.034 
0.144 
０．１４４ 
０．２６８ 
0.144 
0.027 
９ 
＊composedwithBasalsaltssolutioncontainingasfbllowsrespectively:Glucose(＋)0.3％，PeptoneO1％， 
L-AsparagineO､3％,ＵｒｅａＯ､3％ 
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Table７．ThegrowthabilityofLacticacidStreptococcigroupmisolatedfrom 
MontasioStagionatoDOP 
Medium＊ 
Peptone L-Asp(ＮＨ２）Ｕｒｅａ Ｔｅｍｐ． 
（℃） 
Ｔｉｍｅ 
(hr） 
pＨ Glucose 
Growth（０，） 
0．１０５ 
０．０６５ 
＋ 0.124 
0.086 
0.101 
0.034 
５ 
0.148 
0.071 
＋ 0.096 
0.061 
0.053 
0.028 
120 ５ ７ 
＋ 0.152 
0.046 
0.117 
0.045 
0.052 
0.039 
９ 
＋ 0.177 
0.087 
0.103 
0.073 
0.089 
0.089 
５ 
＋ 0.138 
0.016 
0．１００ 
０．０１４ 
0.073 
0.032 
3０ 4８ ７ 
＋ 0.140 
0.011 
0.100 
0.058 
0.091 
0.049 
９ 
＊composedwithBasalsaltssolutioncontainingasfbllowsrespectively:Glucose(＋）0.3％，PeptoneO､1％， 
L-AsparagineO､3％，ＵｒｅａＯ３％ 
６）分離細菌のプロテアーゼ生産性
各供試チーズより分離した分離乳酸球菌のプロテアーゼ活性はFig.２に示した。いずれの
供試チーズの乳酸球菌においても、作用温度５℃よりも30℃において活性が高く、作用温度
５℃では、いずれの分離乳酸球菌においても、培養３日後に高い値を示し、培養９日後に最
大値に達した。また、作用温度30℃においては、アポンダンス・フェルミエの分離乳酸球菌
(グループＩ）では培養７および１０日後に高い値を示し、また、ポーフォールの分離乳酸菌
(グループⅡ）では培養３日後に高い値を示すが、その後いったん低下し、培養１０日後に最も
高い値となった。一方、モンターズイオ・スタジオナートの分離乳酸球菌（グループⅢ）で
は、培養６日後、８日後および'０日後にそれぞれ高い値を示した。このように、細菌により
生産されるプロテアーゼの生産曲線が波状を呈する例は、食肉中から分離きれた乳酸球菌'0）
やBrevibacteriumlinensl1)などの細菌においても認められており、この性質は、嫌気性細菌お
よび好気性細菌に共通する特性であることが考えられる。
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4．要約
３種類の硬質チーズにおける化学組成について調べ、これらのチーズにおいて最も分布率
が高かった乳酸球菌について、種々の培養条件における発育`性とプロテアーゼ生産性などに
ついて検討した。
ｌ）供試チーズの化学組成はいずれも、対照のチェダーチーズに比べて、酸度、脂肪、灰
分が高く、一方、水分、タンパク質は低い値を示した。熟成率はいずれの供試チーズもチェ
ダーチーズに比べて低く、１９～20％台を示した。アミノ酸組成はいずれの供試チーズもロイ
シンおよびグルタミン酸含量が高かった。
２）供試チーズの生菌数は105～108台を、乳酸菌数は107～108台を、カビ.酵母菌数は104
～106台を示した。アポンダンス・フェルミエから分離した分離乳酸菌（グループＩ）の発
育至適温度は25～37℃、ポーフォールから分離した分離乳酸球菌（グループⅡ）では30℃、
モンターズイオ・スタギオナートから分離した乳酸球菌（グループⅢ）では25～37℃であっ
た。また、いずれの分離乳酸球菌も発育至適ｐＨは7.0であった。
３）分離乳酸球菌はいずれも、Ｌ－アスパラギン培地での発育性はペプトン培地の場合と
同様に高く、良質のＮ－源がこれらの乳酸菌の発育を促進した。また、培養日数とプロテアー
ゼ生産`性をみると、培養３日後および７～１０日後に高い値を示した。
本研究にご協力いただいた本学卒業生の大沼芳恵さん、相馬彩子さん、高橋美穂さん、菊
池真紀さん、高橋明日香さんに感謝いたします。
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SUMMARY 
ChemicalqualitiesofthreｅｋｉｎｄｓｏｆｈａｒｄｃｈｅｅｓｅｓｍａｄｅｆｉＤｍｃｏｗsmilkwereinvestigated 
Furthermore,thegrowthabilitiesandproductionofextracellularproteasesofthebacteriashowedthe 
highestproportionofdistributionineachindividualcheesewereexaminedundervariousculmral 
condition 
Theresultsweresummarizedasfbllows： 
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１）Theaveragevaluefbraciddegree,fatcontentandashcontentofthesecow，smilkcheeses 
werelow,andmoismreandproteincontentsweｒｅｈｉｇｈｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆＣｈｅddarcheese， 
whiletheripeningrates(watersolubleN／totalN）weretherangeof194％to20.2％、Aminoacids
compositionsoftheseｈａｒｄcheeseswerecharacterizedbyhighleucineandglutamicacidcontent、
２）AllthecheesesamplesexaminedconstimentbacteriaandlacticacidbacteriainrangeoflO5 
～108/9．Theisolatesffom“AbondanceFennia'，，“Beaufbrt，，ａｎｄ“MontasioStagionato，，，lactic 
acidstreptococcigroupltogroupmrespectivelyうshowedtheoptimumgrowthat25～３７℃inthe
rangeoftemperamreandpH70 
３）Thegrowthabilitiesoflacticacidstreptococciisolatedfromthesethreehardcheeseswere 
acceleratedbynutritivenitrogensources,whiIecharacteristicHuctuationsｗｉｔｈｍａｘｉｍａｉｎ３ａｎｄ７～ 
l0dayswereobserved 
ＫＥＹＷＯＲＤＳ 
ｈａｒｄｃｈｅｅｓｅ，extracellularprotease，lacticacidstreptococci，AbondanceFermie，Beaufbrt， 
MontasioStagionato 
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